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Eine einfache gaschromatographische Methode zur Bestimmung von Barbituraten im Serum
Von W. R. Külpmann1)
Institut für Klinische Chemie (geschäftsf. Direktor Prof. Dr. Dr. J. Büttner) Medizinische Hochschule Hannover
(Eingegangen am 3. Juli/19. September 1978)
Zusammenfassung: Es wird ein einfaches gaschromatographisches Verfahren zur Bestimmung der in Deutschland als
Schlafmittel handelsüblichen Barbiturate im Serum beschrieben. Die Probe wird mit gesättigter Ammoniumsulfat-
lösung versetzt und mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wird über Natriumsulfat getrocknet und einge-
dampft. Der Rückstand wird in Ethylacetat/Eisessig (100 ml + l ml) gelöst und ein aliquoter Teil in den Gas-
chromatographen injiziert. Der Variationskoeffizient für die Präzision in der Serie schwankt zwischen 3,0 und 7,2%.
Die Wiederfindung beträgt — unter Ausschluß von Propallylonal — zwischen 91 und 108%. Für die Nachweisgrenze
werden Werte zwischen 1,7 und 6,9 /l ermittelt. Die Spezifität wird überprüft durch Vergleich
1. der Werte vor und nach zusätzlicher dünnschichtchromatographischer Reinigung der Extrakte sowie
2. der Retentionszeiten von etwa 100 verschiedenen Arzneimitteln in den verwendeten gaschromatographischen Sy-
stemen.
A simple gas Chromatographie method for the determination of barbiturates in serum
Summary: A simple gas Chromatographie method for the determination of commercially available barbiturates used
as hypnotics is presented. Saturated ammonium sulfate is added to the serum sample. The mixture is extracted three
times with chloroform. The organic layer is dried over sodium sulfate and evaporated. The residue is dissolved in
ethyl acetate/acetic acid (100 ml + 1 ml) and an aliquot is injected into the gas Chromatograph. The precision in the
series is between 3.0 and 7.2%; the recovery - with the exception of propallylonal - between 91 and 108%; the
detection limit from 1.7 to 6.9 /-imol/l. The specificity of the method was checked by comparing
1) the results obtained before and after additional purification of the extract by thin-layer chromatography, and
2) the retention times of about 100 drugs in the gas Chromatographie systems that are used.
Einleitung
Die fur Diagnose, Therapie und Prognose von Vergiftun-
gen wichtige Identifikation und quantitative Bestim-
mung der z. Zt. etwa 20 verschiedenen, als Schlafmittel
in Deutschland handelsüblichen Barbitursäurederivate
wird — abgesehen von massenfragmentpgraphischen
Verfahren — am besten mit Hilfe der Gaschromato-
graphie durchgeführt. Zum Gruppennachweis und zur
quantitativen Bestimmung wird noch häufig die UV-
Spektrpphptometrie in verschiedenen Modifikationen
empfohlen (l, 2). Eine Identifikation, die für die Wahl
der Therapie wichtig sein kann, ist jedoch nicht mög-
lich. Die Spezifität ist umstritten. Der Zeitbedarfist,
verglichen mit dem von uns entwickelten Verfahren,
l) Auszugsweise vorgetragen auf der gemeinsamen Jahrestägung
der Deutschen Gesellschaft für Klinische Chemie und der
Nederlandse Vereriiging voor Klinische Chemie, 9.-II. März
1977, Aachen.
nicht wesentlich geringer. Die ersten gaschromatographi-
schen Verfahren zur Barbituratbestimmung sind mit
den Namen Brochmann-Hansen und Svendsen (3, 4),
van den Heuvel (5) und Janak (6) verknüpft. In den
folgenden Jahren wurden zahlreiche Versuche unter-
nommen, das Aufarbeitungsverfahren zu verbessern
und eine möglichst vollständige Entfernung von stö-
renden Begleitverunreinigungen rasch und ohne
Barbituratverlust zu erreichen (z. B. 7, 8, 9). Die andere
Schwierigkeit bei der Barbituratbestimmung, die nicht
idealen gaschromatographischen Eigenschaften dieser
Verbindungsklasse, wurde durch Derivatisierung der
Substanzen (7, 8, 10, 11) oder durch Verbesserung des
gaschromatographischen Trennungssystems zu meistern
gesucht (l2).
Die von uns zu erarbeitende Methode sollte bei einfacher,
zeitsparender Aufarbeitung der Probe eine quantitative
Bestimmung der z. Zt. in Deutschland handelsüblichen
Barbiturate erlauben. Das gaschromatographische System
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sollte so einfach wie möglich sein, um entsprechende
Analysen in einem kleinen, der klinischen Chemie zu-
geordneten toxikologischen Labor ohne besonders ge-
schulte Mitarbeiter auch unter NotfaJJbedingimgen durch-
führen zu können. Eine umfassende Qualitätskontrolle
die man bei mancher früher publizierten Methods ver-
mißt, sollte die Zuverlässigkeit der Bestimmung nach-
weisen.
Material und Methodik
Barbiturate
Allobarbital (5,5-Diallyl-barbitursäure) relative Mole-
külmasse Mr 208,2 (Chemipharm, Sulz-
bach)
Amobarbital (5-Ethyl-5-isopentyl-barbitursäure)
Mr 226,3 (Thiemann, Lünen)
Aprobarbital (5-Allyl-5-isopropyl-barbitursäure)
Mr 210,2 (Hoffmann-La Roche,
Grenzach)
Barbital (5,5-Diethyl-barbitursäure) Mr 184,2
(Hoffmann-La Roche, Grenzach)
Brallobarbital (5-Allyl-5-(2-brom-allyl>barbitursäure)
Mr 287,1 (UCB-Chemie, Sindorf)
Butalbital (S-Allyl'S-isobutyJ-barbitursaure)
Mr 224,2 (Sandoz, Nürnberg)
Crotarbital (5-Ethyl-5-crotyl-barbitursäure)
Mr 210,2 (Asta-Werke, Brackwede)
Cyclobarbital (5-Ethyl-5-(cyclohex-l-en-yl)-barbitur-
säure) Mr 236,3 (Bayer, Leverkusen)
Cyclopal (5-Allyl-5-(cyclopent-2-en-l-yl)-barbitür-
säure) Mr 234,2 (Siegfried, Säckingen)
Heptabarbital (5-Ethyl-5-(cy clohept- l-en-yl)-barbitur-
säure) Mr 250,3 (Thomae, Biberach an
der Riß)
Hexpbarbital (5-(Cyclohex-l-en-yl)-i,5-dimethyl-bar-
bitursäure) Mr 236,3 (Bayer, Leverku-
sen)
Methylphenobarbital (5-Ethyl-l-methyl-5-phenyl-barbitur-
säure) Mr 246,3 (Merck, Darmstadt)
Pentpt>arbital (5-Ethyl-5-(l-methyl-butyl)-barbitur-
säure) Mr 226,3 (Desitin, Hamburg)
Phenpbarbital (5-Ethyl-5-phenyl-barbitursäure)
Mr 232,2 (Asche, Hamburg)
Propallylonal (5-Isopropyl-5-(2-brom-allyl)-barbitur-
säure) Mr 289,1 (Cassella-Riedel, Frank-
furt/M.)
Secbutabarbital (S^JEthyl-S-d-methyl-propyO-barbitur-
Säure) Mr 212,3 (Asche, Hamburg)
Secobarbital (5rAllyl-5r(lrmethyi-^utyUrbarbit^
tfttifi) Mr ?3??3 (ÄsQhe; Hamburg)
Vinylbital (5-( l-Methyl-butyl)-5-vinyl-barbitur-
*l») Mr 234,2 (gyk-Cfr!4e§tanz)
Die Barbiturate werden einzeln in gthylacetat/]Eise§sjg
(100 ml + l ml) geigst. Die Enidkpnzeritratipn beträgt J.
Lösung ist bei 4 °C mindestens 3 Mpna/te hajtfear. pie
nannten Barbiturate wurden ypn den angegejiengn pif men
kostenlos zpr Verfügung ges.te)lk
[2-14C]Hexobarbital wird von 4 , Drejejcljenhaiij feezqgen.
Spezifische Aktivität 317,5 GBq/rnpi (8,58 jhCi/mmQJ). Bas
Baftiturat wird regelmäßig alle 3 Monafe mjt {fjjfe fä Rad}p-
dünnschichtchf pnwtographie auf Reinjieft un{ersijc|it, JDie d}g-
^
Natriumsulfat p. a., Ammoniumsulfat p. a., Ameisensäure,
Ammoniak (mind. 250 g/kg) p. a., Eisessig p. a,, Toluol p. a.
und Ethanol abs. werden wie von Merck, Darmstadt geliefert
benutzt.
Ethylacetat, Chloroform, Aceton und Methanol (Merck, Darm-
sfacit) werden vor Gebrauch destilliert
Als Szintillatorlösung für die Flüssigszintillationsspektrometrie
W§i4en benutzt: 5 g 2,5-Diphenyloxazol und 100 mg
2,2'*p*Phenylenbis (5-phenylöxazpl) (jeweils Merck, Darm-
Stadt) in l Toluol.
Glasgeräte; Sehliffgentrifujenrpjirchen mit spitzem Boden,
Inhalt 25 ml.
Glassäülen: Typ 1: 12 cm tog, l cm InnenÖurQhme §§ej mit
eingesehmolzener Glasfritte (02) ohne
Hahn.
Typ 2: 12 cm lang, l cm Innendurchmesser mit
eingeschmolzener Glasfritte (G4) und
Teflpnhahn.
Für die Dünnschichtchromatographie werden DC-Alufolien
(20 X 20 cm2) benutzt, die mit Kteselgel 60 (Schichtdicke
0,25 mm) beschichtet sind und einen
FJ54 enthalten (Merck, D^-mstadt)
Vor Gebrauch werden die Plätten 24 Stunden
Aceton (80 ml + 20 ml) im PurpbJäuf taiik nach Truter (l 3)
^waschen. Zum Nachweis de* Böbitwfate wifd mit Qtt§ek?
subersuifat/Diphenylcarbazan ftngeSFriiht (14)»
Für die Gaschroniatögraphie werden zwei Geräte der Firma
Varian, Darmstadt benutzt: Modell 1400 und 28 QQ, bejde
ausgerüstet mit Ftemmemgnisgitipn§detektQr.
Trägergas: Nachgereinigter Stickstoff (35 ml/min).
Brenngase: Nachgereinigter Wasserstoff und synthetische Luft.
Glassäulen, 1,8 m lang, 2 mm Innendurchmesser, silikonisiert
Als stationäre Phasen werden verwendet:
1. 3% SP 2250 DA auf Chromosorb WHP, 100-120 mesh
2. 3% CDMS auf Chromosorb WHP, 100-120 mesh
3. 3%OV-101 auf Chromosorb WHP, 100-120 mesh
(Supelco, Bellefonte, Pa, USA). Nur das Säulenende wird mit
silikonisierter Watte verschlossen. Die Gaschromatographie
wird an der Säule l bei einer Temperatür von 190 °C, an Säule
2 bei 230 °C und an Säule 3 bei 185 °C durchgeführt; Säulen-
einlaß teil und Detektor werden auf eine jeweils 30 °C höhere
Temperatur eingestellt.
Flüssigszintillationsspektrometrie:
Die Messung der Proben erfolgt mit einem Packard Tricarb
Modell 3380 (Packard, Frankfurt).
Die Reinheit der verwendeten radioaktiven Barbiturate wird in
3-monatigen Abständen mit einem Radiodünnschichtchromato^
graphen (Modell 2722 der BF-Vertriebs GmbH, Karlsruhe)
überprüft
Die Berechnungen werden durchgeführt mit dem „Statistics
Calculator" (Hewlett Packard, Frankfurt).
l ml Serum wird in ein Schliffzentrifugenröhrchen pipettiert
und mit 2 ml kalt gesättigter Ammoniumsulfatlösung versetzt
(Ai?fe· »r & WFä mit 5 ml 0]|9F8?9F?P l ? geschüttelt.
Nach § MJftHien Zentrifagatipnl?fi 3Qpg^ wifd gje panische
auf ?ine iR^ ?fcVa 1 1 Naifliimsulf^t jptilfaf. plassäule
. ^ je Egtr§)c{ipn wird wie
^n wasserfreien
m\$ (m ml t i
wie 8nß?pften m
IQp MlEthyläcetat/Ejsessi^ aufgenommen.
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Serum 1 ml
Zusatz von 2ml gesättigter
Ammoniumsulf at-Lösung
Extraktion mit Chloroform
3x5 ml
l
Eindampfen
Lösen in 100/il Ethylacetat/Eisessig(100ml + 1ml)
Dünnschichtohromatographte
LEthylacetat/Methanol/NH3
(17ml+2mU1ml)
2. Ethylacetat/Methanol/
Ameisensaure
(50ml + 10ml + 0,1ml)
Eluieren mit Chloroform/Aceton 18ml * 2ml)
Eindampfen
Lösen in 100 ul Ethylacetat/Eisessig
(100mU1ml)
Bei zusätzlicher dünnschichtchromatographischer Vorreinigung
der Probe wird wie folgt verfahren:
Der in Ethylacetat/Eisessig gelöste Rückstand wird quantitativ
strichförmig auf eine DC-Platte aufgetragen. Von der Probe
getrennt werden je 30 Mg Phenobarbital und Hexobarbital aufge-
tragen, die in dem verwendeten Laufmittelgemisch (Ethyl-
acetat/Methanol/Ammoniak (250 g/kg mind.) 170 ml + 20 ml
+ 10 ml) am langsamsten bzw. am schnellsten wandern. Nach
der Entwicklung wird die barbiturathaltige Zone mit Hilfe
der Standards unter dem UV-Licht lokalisiert. Der Teil der
Platte, der die Reinsubstanz trägt, wird abgeschnitten. Das
anschließende Durchlaufchromatogramm (16) im System
Goschromatogrophiej Ethylacetat/Methanol/Ameisensäure (50 ml + 10 ml + 0,1 ml)
' benötigt 10 Minuten. Die Vollständigkeit der Entwicklung
wird mit getrennt aufgetragenem Phenobarbital (30 Mg) über-
prüft. Die schmale barbiturathaltige Bande der Probe wird aus-
geschnitten und in einer Glassäule (Typ 2) mit etwa zweimal
5 rnl Chloroform/Aceton (8 ml + 2 ml) eluiert. Die vereinigten
Eluate werden bei 20-25 °C Wasserbadtemperatur am Rota-
tionsverdampfer eingedampft. Die Wand des Röhrchens wird
mit etwa l ml Ethylacetat/Eisessig (100 ml + l ml) abgespült,
und die Lösung erneut zur Trockene gebracht.
l
l Gaschromatographie
Abb. 1. Gaschromatographische Bestimmung von Barbituraten
im Serum. Aufarbeitungsschema.
1. 3% SP 2250 DA auf Chromosorb WHP 100-120 mesh;
Säulentemperatur 190 °C.
2. 3%CDMS auf Chromosorb WHP 100-120 mesh;
Säulentemperatur 230 °C.
3. 3% OV-101 auf Chromosorb WHP 100-120 mesh;
Säulentemperatur 185 °C.
Zur gaschromatographischen Analyse werden je 2 an den
Phasen SP 2250 DA und CDMS chromatographiert Zur Identi-
fikation wird die relative Retentionszeit in Bezug auf Hexo-
barbital benutzt (Tab. 1). Die Zuordnung wird überprüft durch
gleichzeitige Injektion der Probe und des vermuteten Bar-
biturates. Das Barbiturat gilt als identifiziert, wenn an beiden
Phasen die Peäkhöhe der fraglichen Substanz der Menge des
zugesetzten Standards entsprechend zunimmt bei Konstanz
der Halbwertsbreite. In seltenen Zweifelsfällen, z. B. bei der
Unterscheidung zwischen Butalbital und Secbutabarbital wird
zusätzlich die Phase OV-101 benutzt Zur quantitativen Bestim-
mung werden 3 verschiedene Mengen des betreffenden Bar-
biturates injiziert, die etwa der in dem aliquoten Teil der
Probe enthaltenen Menge entsprechen. Dazu wird die Phase
benutzt, die aufgrund der vorangegangenen Identifikation die
kleinere Menge an Barbiturat in der Probe angezeigt hat. Aus
der Regressionsgeraden der Peakhöhen des Standards wird
die injizierte Menge an Barbiturat in der Probe errechnet.
Tab. 1. Relative Retentionszeit freier Barbiturate bezogen auf
Hexobarbital.
Barbiturat SP 2250 DA
AUobarbital
Amobarbital
Aprobarbital
Barbital
Brallobarbital
Butalbital
Crotarbital
Cyclobarbital
Cyciopal
Heptabarbital
Hexobarbital
Methylphenobarbital
Pentobärbital
Phenobarbital
Propallylonal
Secbutabarbital
Secobarbital
Vinylbital
0,40
0,51
0,41
0,29
1,16
0,46
0,42
1,69
1,12
2,32
1,00
1,20
0,57
1,89
1,22
0,47
0,67
0,60
CDMS
1,00
0,97
0,94
0,70
3,25
0,97
0,88
3,13
2,45
4,08
1,00
1,45
1,12
5,10
3,12
0,97
1,28
1,26
OV-101
0,38
0,59
0,42
0,27
1,00
6,50
0,44
1,57
1,05
2,14
1,00
1,11
0,66
1,48
1,12
0,56
0,79
0,63
Zur Bestimmung der Wiederfindung wird mit 100 Ethyl-
acetat/Eisessig (100 ml + l ml) aufgenommen, und 10 wer-
den in das mit 10 ml Szintillatorlösung vorbereitete Meßgefäß
gegeben. Das restliche Volumen steht für die gaschromato-
graphische Analyse zur Verfügung.
Ergebnisse
Präzision
Zur Bestimmung der Präzision in der Serie werden je-
weils 2 ml eines zufällig ausgewählten, barbituratfreien
Serums mit je 20 Mg eines oder mehrerer Barbiturate
aufgestockt. Außerdem werden 0,85 nmol (200 ng)
Hexobarbital und 740 Bq (20 nCi) [2-14C]Hexobarbital
zugesetzt. Je l ml der aufgestockten Probe wird getrennt
aufgearbeitet und analysiert. Unter Berücksichtigung
der Wiederfindung werden die in Tabelle 2 enthaltenen
Tab. 2. Gaschiomatographische Bestimmung von Barbituraten
im Serum, an SP 2250 DA.
Präzision in der Serie unter Berücksichtigung der Wieder-
findung von [2-14CJHexobarbital.
Barbiturat
Allobarbital
Amobarbital
Aprobarbital
Barbital
Brallobarbital
Butalbital
Crotarbital
Cyclobarbital
Cyclopal
Heptabarbital
Hexobarbital
Methylphenobarbital
Pentobärbital
Phenobarbital
Propallylonal
Se cbu tab arbital
Secobarbital
Vinylbital
An-
zahl
der
Ana-
lysen
n
8
8
8
10
10
10
8
8
8
8
8
8
8
8
10
10
10
10
Soll-
wert
(Mmol/l)
48,0
44,2
47,6
54,3
34,8
44,6
47,6
42,3
42,7
40,0
42,3
40,6
44,2
43,1
34,6
47,1
42,0
42,7
Mittel-
wert
( / )
50,1
45,5
49,5
50,8
38,3
45,6
51,4
46,8
44,0
41,5
50,0
42,0
47,4
44,3
43,2
47,2
44,9
45,4
Varia-
tions-
koeffi-
zient
VK (%)
3,4
3,2
3,0
3,9
5,2
3,9
7,2
4,0
5,4
6,3
5,8
6,5
6,0
6,8
4,9
3,2
5,5
3,6
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Werte gefunden. Bei Zusatz von 5 bzw. 20 Mg je ml Se-
rum ergeben sich ähnliche Resultate. Die Präzision von
Tag zu Tag wird für Phenobarbital ermittelt (Konzentra-
tion 86,2 /l): Bei 13 Analysen an 13 verschiedenen
Tagen beträgt der Mittelwert 86,2 /l und der Varia-
tionskoeffizient (VK) 5,1%.
Richtigkeit und Spezifität
Wiederfindung
Zur Bestimmung der Wiederfmdung werden zufällig
ausgewählte Seren wie beschrieben aufgestockt. Die
Wiederfmdung ist in Tabelle 3 dargestellt. Ohne Berück-
sichtigung der Verluste an radioaktiv markiertem Hexo-
barbital weichen die Ergebnisse um - 8,7 bis + 8,2%
vom Sollwert ab. Propallylonal wird um 21,6% zu hoch
bestimmt. Bei Abzug des Zusatzes an [2-14C]Hexo-
barbital beträgt die Abweichung vom Sollwert für
Hexobarbital + 5,4%. Die Wiederfindung von [2-14C]
Hexobarbital beträgt bei 186 Analysen im Mittel
95 ± 2,8%.
Leider steht bisher keine Referenzmethode zur Messung
der einzelnen Barbiturate im Serum zur Verfügung.
Vergleichsweise konnte lediglich Phenobarbital in 57
verschiedenen Seren von Anfallskranken, die mit Primi-
don behandelt wurden, mit Hilfe der „enzyme multiplied
immunoassay technique (EMIT)" und der vorliegenden
Methode (ohne Dünnschichtchromatographie) analy-
siert werden (17). Die Gleichung der Regressionsgeraden
lautet:
y = 0.95 x+1,39
der Korrelationskoeffizient beträgt 0,968.
Tab. 3. Gaschromatographische Bestimmung von Barbituraten
im Serum an SP 2250 DA.
Wiederfindung ohne Berücksichtigung der Wiederfhidung
von [2-14C]Hexobarbital.
Barbiturat
Allobaibital
Amobarbital
Aprobarbital
Barbital
Brallobarbital
Butalbital
Crotarbital
Cyclobarbital
Cyclopal
Heptabarbital
Hexobarbital
Methylphenobarbital
Pentobarbital
Phenobarbital
Propallylonal
Secbutabaibital
Secobaibital
Vinylbital
An-
zahl
der
Ana-
lysen
n
8
8
8
10
10
10
8
8
8
8
8
8
8
8
10
10
10
10
Soll-
wert
(Mmol/1)
48,0
44,2
47,6
54,3
34,8
44,6
47,6
42,3
42,7
40,0
42,3
40,6
44,2
43,1
34,6
47,1
42,0
42,7
Mittel-
wert
X
( / )
47,4
43,0
47,5
49,6
36,4
42,1
47,1
44,5
39,9
38,0
45,8
38,4
43,4
41,4
42,1
46,0
41,4
43,2
Abwei-
chung
vom
Sollwert
%
- 1,3
- 2,6
- 0,2
- 8,7
+ 4,4
- 5,7
- 1,0
+ 5,1
- 6,5
- 4;9
+ 8,2
- 5,3
- 1,7
- 3,9
+ 21,6
- 2,4
- 1,4
- + 1,1
Spezifität
Der Zusatz der gesättigten Ammoniumsulfatlösung
vor der Extraktion mit Chloroform verbessert die Spe-
zifität der Methode. In der Abbildung 2 sind die Gas-
chromatogramme eines barbituratfreien Serums bei
Extraktion ohne und nach Zusatz von Ammoniumsul-
fatlösung dargestellt. Bei der gewählten Registrieremp-
findlichkeit ergibt 1,28 nmol (300 ng) Hexobarbital
Vollausschlag.
Für die Spezifität der Methode sprechen auch die fol-
genden Ergebnisse:
1. Bei der Verwendung des von uns angegebenen Ex-
traktionsverfahrens bietet auch die Analyse von
hämolytischen, ikterischen, lipäxnischen und urämi-
schen Seren keine besonderen Schwierigkeiten. In
keinem Fall wurde in diesen Proben ein Peak beob-
achtet, der fälschlich auf Grund seiner Retentions-
zeit als Barbiturat identifiziert wurde.
2. Bei Doppelanalysen kann die Standardäbweichung
auch gemäß folgender Formel berechnet werden
(18):
n = Anzähl der Wertepaare
Vergleicht man die Variationskoeffizienten unter
Verwendung von s und sd, so ergeben sich nur ge-
ringe Unterschiede. Es kann daraus abgeleitet werden,
daß das Extraktionsverfahren aus den verschiedenen
b)
l l
l k 6 8 10 12
Retentionszeii [min]
2 A 6 8 10 12
Retentionszeit [min]
Abb. 2. Gaschromatogramm eines schlafmittelfreien Serums an
SP 225.0 DA
a)anach Extraktion mit Chloroform ohne Zusatz von
Ammoniumsulfatlösung.
b) nach Extraktion mit Chloroform und Zusatz von
Ammoniumsulfatlösung.
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individuellen Serumproben störende Begleitverunrei-
nigungen in gleicher Weise entfernt.
3. Es werden gegenübergestellt die Resultate von Bar-
bituratbestimrnungen in „echten" Proben vor und
nach vorangehender dünnschichtchromatographischer
Reinigung. Die „echten" Proben erlauben eine Aus-
sage darüber, ob die betreffende Methode in Gegen-
wart der verschiedenen Metabolite des Pharmakons
richtige Werte ergibt, ob sie spezifisch ist. Die Proben
stammen z. T. von vergifteten Personen, z. T. von
vergifteten Ratten. Den Tieren aus zwei verschiede-
nen Stämmen (Lewis Freiburg und DA) werden die
Barbiturate in ethanolischer Lösung intraperitoneal
appliziert. Nach verschiedenen Zeiten (zwischen l
und 3 Stunden) werden die Blutproben durch De-
kapitation gewonnen. Die Konzentration in den
„echten" Proben wird vor und nach Dünnschicht-
chromatographie an zwei verschiedenen Gaschroma-
tographiephasen bestimmt. Vergleicht man das Er-
gebnis der Analyse ohne Dünnschichtchromato-
graphie mit den Resultaten, die nach zusätzlicher
dünnschichtchromatographischer Reinigung gewon-
nen werden, stellt man bereits bei therapeutischen
und niedrigen toxischen Konzentrationen eine be-
friedigende Übereinstimmung fest (Tab. 4). Typische
Gaschromatogramme sind auf den Abbildungen 3—5
dargestellt.
0 2 A 6 8, 10- 12
Retentionszeit [min]
Abb. 3. Gaschiomatogramm eines Barbituratgemisches (200 ng
je Barbiturat) an SP 2250 DA.
1: Barbital, 2: Crotarbital· 3: Pejitpbaibital, 4: Hexo-
barbital, 5: Methylphenobarbital, 6: Phenobarbital,
7: Heptabaibital.
4. Es werden die folgenden verschiedenen Medika-
mente als Störsubstanzen überprüft:
Acidum acetylosalicylicum, Acidum ascorbicum,
. Acidum niflumicum, Adipiodon (Methylglucaminsalz
(5 ml)), Allopurinöl, Amidotrizoesäure (Methyl-
glucaminsalz (5 ml)), Aminophenazon, Amitryptilin,
Ampicillin, Antazolin, Azapropazon, Benzbrpmaron,
o)
J
0 2 4 6 0 2 4 6
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Abb. 4. Gaschromatogramm eines Serums von einer Secbuta-
barbitalvergiftung (174 jumol/1) an SP 2250 DA
a) ohne dünnschichtchromatographische Vorreinigung.
b) nach dünnschichtchromatographischer Vorreinigung.
4 Secbutabaibital.
Bisacodyl, Carbamazepin, Carbocromen, Carbromal,
Cetobemidon, Chlordiazepoxid, Chloroquin, Chlor-
promazin, Chlorprothixen, Clofibrat, Clomethiazol,
Codein, Cyclophosphamid, Dextran (5 ml), Dextro-
moramid, 2,2-Diethylallylacetamid, Diazepam,
Digoxin, Diphenhydramin, Doxepin, Ethinamat,
Ethosuximid, Fenetyllin, Fluphenazin, Furosemid,
Gentamycin, Glafenin, Glibenclamid, Glutethimid,
Haloperidol, Hyoscin-N-butylbromid, Imipramin,
Indometazin, Levorphanol, Levorphanoltartrat,
Meclozin, Mephenytoin, Mesuximid, Methadon,
Methamphetamin, Methaqualon, Methotrexat,
Methyldopa, Methylpentynol, Methylstiryldibrom-
hydantoin, Methyprylon, Miroton®, Modenol®,
Morphin, Neoplasmagel (5 ml), Nicotinamid, Nitra-
zepam, Nitrofurantoin, Noramidopyrini methano-
sulfonas natrium, Norfenefrin, Normethadon, Oxaze-
pam, Oxyphenbutazon, Paramethadion, Pethidin,
Phenylethylmalondiamid, Phenformin, Pheniramin-
p-amino-salicylat, Phenprocoumon, Phenylbutazon,
Prazepam, Prednisolon, Primidon, Probenecid,
Promethazin, Propylhexedrin geb. an Phenobarbital,
Prothipendyl, Pyrithyldion, Reserpin, Spironolacton,
Sulfadiazin, Sulfametoxydiazin, Sultiam, Tetracyclin,
Thipridazin, Tilidin, Tolbutamid, Triflupromazin,
Trimethadion, Valproinsäure.
Jeweils eine Tablette oder Dragee — bzw. 5 ml der
Flüssigkeit — werden mit 10 ml Ethylacetat/Eisessig
(100 ml + l ml) extrahiert. 2 des Extraktes, der die
Pharmaka und die Tablettengrundsubstanz entspre-
chend ihrer Löslichkeit in dem Lösungsmittel enthält,
werden in den Gaschromatographen injiziert. Die Re-
gistrierempfindlichkeit ist so gewählt, daß 0,85 nmol
(200 ng) Hexobarbital Vollausschlag ergeben. Bei Ana-
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Abb. 5. Gaschromatogramm eines Serums von einer Secbutabarbitalvergiftung (174 μηιοΙ/1) an CDMS
a) ohne d nnschichtchromatographische Vorreinigung.
b) nach d nnschichtchromatographischer Vorreinigung. 4 Secbutabarbitai.
lysen an SP 2250 DA und CDMS werden falsch als
„Barbiturat" identifiziert: Acidum niflumicum,
Glutethimid, Noramidopyrini methanosulfonas natrium,
Oxyphenbutazon und Tolbutamid. Bei zus tzlicher
Chromatographie an OV-101 wurden nur noch Gluteth-
imid, das nicht sicher von Hexobarbital unterschieden
werden kann, und Oxyphenbutazon als „Barbiturat"
identifiziert. Die Wahrscheinlichkeit einer St rung
durch Tolbutamid ist gering, da dieses Medikament
kaum noch verordnet wird. Noramidopyrini methano-
sulfonas natrium kann au er Betracht bleiben, da es in
vivo nicht unver ndert nachweisbar ist. Der Zusatz
von Reinsubstanzen zur berpr fung der Spezifit t hat
orientierende Bedeutung, da die Metabolisierung in
vivo unter verschiedenen Bedingungen (z. B. therapeuti-
Tab. 4. Gaschromatographische Bestimmung von Barbituraten
im Serum.
Vergleich der Analysenergebnisse echter Proben: Mes-
sung vor und nach D nnschichtchromatographie an
2 verschiedenen station ren Phasen unter Ber cksichti-
gung der Wiederfindung von [2-14C]Hexobarbital.
Barbiturat
Allobarbital
Aprobarbital
Aprobarbital
Barbital
Cyclopal "
Cyclopal
Pentobarbital
Pentobarbital
Phenobarbital
Secbutabarbital
Secobarbital
Secobarbital
Vor D nnschicht-
chromatographie
SP2250 CDMS
DA
(μιηοΐ/ΐ)
48,5
126,1
33,3
52,1
-
35,0
-
24,3
42,6
23,1
63,4
18,9
(μιηοΐ/ΐ)
_
-
-
-
15,8
-
19,4
- '
-
-
-
—
Nach D nnschicht-
chromatographie
SP2250 CDMS
DA
(Mmol/1)
42,8
120,4
26,2
53,2
14,1
35,4
21,2
19,4
40,5
31,1
85,2
14,3
(Mmol/l)
39,4
116,6
29,5
5Ό;5
14,9
29,5
22,5
13,3
38,8
28,7
72,6
15,1
sehe Dosierung, chronische Applikation, gegenseitige
Beeinflussung des Stoffwechsels) zu ber cksichtigen
ist. Da die Mehrzahl der Metabolite jedoch hydrophiler
als die Ausgangssubstanz ist, d rften die meisten bei
der Aufarbeitung abgetrennt werden oder sich gas-
chromatographisch wesentlich anders verhalten. So
ergibt der Zusatz von Reinsubstanzen doch einen gu^
ten berblick.
Nachweisgrenze
Zur Bestimmung der Nachweisgrenze werden jeweils
2 ml eines zuf llig ausgew hlten Senims mit je 4 Mg
eines oder mehrerer Barbiturate aufgestockt. Au erdem
werden 0,17 nmol (40 ng) Hexobarbital und 740 Bq
(20 nCi) [2-14C]Hexobarbital zugesetzt. Je l ml der
aufgestockten Probe wird getrennt aufgearbeitet und
analysiert (Tab. 5). Die Methode erlaubt also Barbitu-
Tab. 5. Gaschromatographische Bestimmung von Barbituraten
im Serum an SP 2250 DA.
- Nachweisgrenze (3 s-Bereich bei Analyse von Sera, die
mit 2 mg/1 eines Barbiturates aufgestockt wurden) un-
ter Ber cksichtigung der Wiederfindung von
[2-14C]Hexobarbital.
Barbiturat
Allobarbital
Amobarbital
Aprobarbital
Barbital
Butalbital
Cyclopal
Hexobarbital
Methylphenobarbital
Pentobarbital
Propallylonal
Secobarbital
Vinyibital
Anzahl
der Analysen
n
10
10
9
10
10
9
9
10
8
10
10
10
3 s-Bereich
(μιηοΐ/ΐ)
3,6
3,1
1,7
3,1
1,9
2,1
3,9
6,9
.3,4
1,7
5,0
1,7
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ratbestimmungen z. T. bis in den therapeutischen Be-
reich. Eine zu hohe Nachweisgrenze bei toxikologi-
schen Analysen kann zu falschen Ergebnissen fuhren,
da häufig mehrere Mischpräparate gleichzeitig einge-
nommen werden. Die Konzentration der einzelnen
Pharmaka kann unter der (zu hohen) Nachweisgrenze
liegen, obwohl es sich um eine Vergiftung handelt.
Praktikabilität
Die quantitative Bestimmung der Barbiturate im Se-
rum mit Hilfe der Gaschromatographie hat bisher in
Deutschland kaum Eingang in das klinisch-chemische
Laboratorium gefunden. Das dürfte z. T. bedingt sein
durch die ungenügende Zuverlässigkeit mancher Metho-
den, zum größten Teil jedoch durch die mangelnde
Praktikabilität. Die von uns angegebene Methode liefert
nach einfacher Aufarbeitung der Probe zuverlässige
Ergebnisse. Das verwendete Gaschromatographiesystem
erlaubt eine quantitative Bestimmung ohne Derivat-
bildung. Ohne den dünnschichtchromatographischen
Schritt kann eine Barbituratvergiftung in einer Stunde
ausgeschlossen werden. Die Identifikation und quantita-
tive Bestimmung erfordert für die einzelne Probe eine
Stunde zusätzlich.
Diskussion
Im Laufe der Jahre sind verschiedene Aufarbeitungsver-
fahren zur Gewinnung geeigneter Extrakte für die gas-
chromatographische Bestimmung von Barbituraten im
Serum angegeben worden, wie zum Beispiel Extraktion
mit organischen Lösungsmitteln bei verschiedenen
pH-Werten (19) und Chromatographie an Amberlite
XAD-2 (20). Unsere ersten Versuche mit der Säulen-
chromatographischen Reinigung verliefen unbefriedi-
gend: Zu niedrige Wiederfindung, um auf einen radio-
aktiven Tracer verzichten zu können, ungenügende Ab-
trennung von Verunreinigungen für die gaschromato-
graphische Analyse mit einem Flammenionisationsde-
tektor. Die gaschromatographisch noch reinsten Ex-
trakte werden mit Chloroform erhalten. Um eine rasche
Phasentrennung zu erreichen und um durch Wasser-
entzug die Pharmakon-Eiweißbindung zu lockern mit
Verbesserung der Wiederfindung, wird vor der Extrak-
tion mit dem organischen Lösungsmittel kalt gesättigte
Ammoriiünisulfatlösung zugesetzt: Die Verwendung
der Ammoniumsulfatlösung ergibt eine hohe Wieder-
findungsrate, verhindert die Emülsionsbildürig und lie-
fert gäsohromätographiseh reinere Extrakte als die Ver-
wendung von Chloroform allein.
Die Verwendung eines konstanten, beinahe neutralen
pH-Wertes erlaubt die Erfassung nicht nur der sauer, son-
dern auch der neutral reagierenden Hypnoticä. Es ist
weniger zeitaufwendig und verlustreich als Extraktionen
mit verschiedenen pH-Werten und mehreren Transfer-
schritten.
Die Barbiturate sind aufgrund ihrer polaren Gruppen
für die Gaschromatographie nicht ideal geeignete Sub-
stanzen. Schon früh wurde versucht durch Derivatbil-
dung die polaren Gruppen zu maskieren, um Adsorp-
tion und Zersetzung an der stationären Phase zu ver-
mindern. Zunächst wurden verschiedene Methylierungs-
verfahren benutzt. Als Nachteile sind zu nennen:
— Entstehung uneinheitlicher Produkte,
— Zersetzung der Probe bei längerem Stehenlassen,
— Informationsverlust durch Bildung gleicher Methyl-
derivate,
- Stabilisierung von Begleitverunreinigungen,
— Beeinträchtigung der Lebensdauer der stationären
Phasen.
Andere Autoren empfehlen die Butylierung (10) oder
Hexylierung (21). Venturella schlägt die Acetalbildung
vor (22), von Street wird für die qualitative Analyse
die Silylierung angegeben (23). Um in der klinisch-
toxikologischen Routine möglichst einfach verfahren zu
können, haben wir versucht, durch Verbesserung des
gaschromatographischen Systems diesen zusätzlichen,
schwierigen Analysenschritt der Derivatbildung zu ver-
meiden. Die Verwendung silanisierter Glassäulen, der
Verzicht auf Glaswatte im Säuleneingang und die Be-
nutzung besonders inerten Trägermaterials gestattet
uns — bei Verwendung von 2% des Extraktes — die
angegebenen geringen Barbituratmengen zu bestim-
men. Die Nachweisgrenze wurde abgeschätzt an Hand
des 3 s-Bereiches bei niedriger Konzentration. Die Be-
stimmung nach Kaiser (24) mittels Analyse von schlaf-
mittelfreien Sera ist nicht durchzuführen, da bei sehr
niedrigen Konzentrationen die Barbiturate an den
stationären Phasen eine deutlich merkbare Adsorp-
tion mit Zunahme der Retentionszeit zeigen. Der Zeit-
punkt, zu dem die Größe des Meßsignals zu bestimmen
ist, ist damit nicht genau definiert. Das Signal-Rau-
sch-Verhältnis einer primären Standardlösung er-
gibt einen zu günstigen Wert, da Verunreinigungen
der Serumextrakte unberücksichtigt bleiben.
Bei der Identifikation der Peaks ist die Zunahme der
Retentionszeiten der Barbiturate mit abnehmender
Konzentration zu beachten, was jedoch erst bei thera-
peutischen Blutspiegeln merkbar wird. Unabdingbar
für den positiven Nachweis bleibt die gleichzeitige
Injektion des vermuteten Barbiturats und der Probe
(s. Methodik).
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